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摘  要 
本研究从灰绿曲霉发酵液中分离纯化出一种外切葡聚糖酶(CBH)和一种内切
葡聚糖酶(EG)。Sephadex G-100 凝胶柱层析和 SDS-PAGE 测得 CBH 全酶分子量
为 71 kDa，由两个 35 kDa 亚基组成；EG 为单体蛋白，全酶分子量为 32 kDa。
CBH 催化 pNPC 的 适 pH 为 6.0， 适温度为 55 oC， Km值为 1.4 mmol/L，酶
活在 pH 5.0 ~ 8.0 区间和温度低于 55 oC 时稳定；EG 催化 CMC-Na 的 适 pH 为
4.0， 适温度为 50 oC，Km值为 5.0 mg/mL，酶活在 pH 3.5~ 7.5 区间和温度低于
65 oC 时稳定。Na+、K+、Ba2+、Mg2+以及 NO3-和 SO42-对 CBH 和 EG 酶活均无影
响；Ca2+和 Mn2+对 CBH 有激活作用，Fe2+和 Mn2+对 EG 有激活作用，而 Zn2+、
Cd2+和 Cu2+对 CBH 和 EG 均有不同程度的抑制效应。乙醇、乙酸和乳酸对 CBH
和 EG 都表现为非竞争性抑制作用。酶的化学修饰结果表明：组氨酸咪唑基、色










联的方法对酶进行固定的 佳条件是：1.0%海藻酸钠包埋，1.5% CaCl2 硬化 1 h，
0.5%戊二醛交联 2 h；采用先交联后包埋的方法对酶进行固定的 佳条件是：0.3%
戊二醛交联 2 h，1.5%海藻酸钠包埋，1.0% CaCl2 硬化 1 h。用聚丙烯酰胺凝胶为
载体时，胶浓度以 10%为宜。与游离酶相比，三种固定化酶的酸碱稳定性和热稳
定性都有明显改善。包埋-交联法和交联-包埋法得到的固定化酶 适反应 pH 偏
向中性和碱性。聚丙烯酰胺凝胶固定化纤维素酶反复使用 4 次，每次反应 1 h，
其酶活仍保持在 80%以上，具有良好的操作稳定性。三种固定化纤维素酶在 4 oC















通过简并 PCR 和反向 PCR 获得 cbh 全长基因(GenBank 收录号 GU385810)，
这是从灰绿曲霉中获得的第一个纤维素酶基因。该基因有 2 个内含子，含 3 个开
放阅读框，编码 505 个氨基酸。荧光定量 PCR 研究表明葡萄糖和纤维二糖抑制
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